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(57) Abstract 

A mediod for encouraging the production of secondary plant embryos from a culture of primary somatic embryos is characterized 
in that an adequate concentration of an embryogenesis-inMtating protein is introduced into the culture ra^rfinm of said primary somatic 
embryos for secondary embryogenesis. 

(57) Abreg* 

La presente invention conoerne on precede* poor favoriser la production d'embryons vegetaux secondaires a pardr d'une culture 
d'embryons somatiques primaiies, caracteris£ en ce qu'on intxbdutt dans le milieu de culture desdits embryoos somatiques prim aires une 
proteinc inhibitrice de 1* embryogenese primaire en concentration efficace pour obtenir 1' embryogenese secondaire. 
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PROCEDE POUR FAVORISER L'EMBRYOGENESE S0MAT I QUE SECONDARE ET 
APPLICATION A LA REGENERATION DE PL ANTES EN PARTICULAR DE LA VIGNE 

La prSsente invention se rapporte k un procede permettant de 
favoriser l'embryogenese secondaire a partir d'embryons somatiques 
primaires en culture et k ['application de ce proc£de k la regeneration de 
plantes en particulier de la vigne. 
5 Elle concerne egalement une plante obtenue par un procede de 

regeneration comprenant le procede precite. 

Pour la majeure partie des especes v^getales, la production 
d'embryons in natura se fait par voie sexuee ce qui a l'inconvenient, pour 
les especes heterozygotes telles que la vigne par exemple, d'entrainer une 
10 recombinaison des caract£res genetiques et de perdre ainsi les 
caracteristiques principales des parents dont ils sont issus. Dans le cas de 
la vigne, les caracteristiques du cepage seraient perdues, ce qui est 
inacceptable en oenologie. 

Pour permettre une multiplication clonale, c'est-a-dire a 
15 Tidentique, plusieurs methodes ont 6te developp6es, notamment in vitro. 
Hies peuvent aboutir k la formation d'embryons semblables k ceux issus de 
la fecondation des gam&tes m&les et femelles, mais qui sont au niveau 
g£n£tique une copie de la plante dont ils sont issus. Ces embryons sont 
appeles somatiques, leur production suit en general le schema suivant : 
20 1) induction du potentiel embryogene par des auxines exog£nes, 
generalement en fortes concentrations, qui permettent rapparition 
d'agr^gats (ou masses) proembryogenes (PEM) qui correspondent a 
des groupes de 10 k 50 cellules, notamment meristematiques. II 
arrive aussi que les embryons soient obtenus directement sur un tel 
25 milieu. 

2) transfert de ces cellules sur des milieux exempts d'auxines voire a 
faible concentration en auxine, qui conduisent k la formation 
d'embryons somatiques a partir de ces PEM, en suivant les 
differents stades devolution de l'embryogenese vegetale. Ces stades 
30 devolution sont g6neralement caracterises par une forme 

particuliere. Ainsi dans le cas de la vigne, il est habitue! de 
distinguer successivement les stades suivants : globule, coeur, 
torpille et plantule. 

Ces principes sont decrits, en ce qui concerne la propagation de 
35 cellules de vigne, dans la demande de brevet US 4 532 733- 
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Par ailleurs, il est souhaitable dans certains cas pour obtenir des 
plantes transgSniques, d'utiliser des embryons somatiques comme source 
de materiel vegetal de transformation- En utilisant dans ce cas les 
techniques de transformation classiquement utilis£es, telles que la 
5 coculture avec des agro-bact&ries, ou la biolistique, on obtient des 
embryons dont certaines zones seulement sont transform6es. La 
possibility de favoriser Tembryog^n^se secondaire, ou encore appelee 
embryog6nfcse adventive, k partir des zones transferases, et done 
d'augmenter I'efficacitS du systfeme transformation-regeneration, 

10 presente done un interet Evident. D'autre part, dans le cas oil la 
transformation g6n6tique des embryons doit etre effectu^e, favoriser la 
formation d'embryons secondares, au niveau de l'epiderme des embryons 
transform^, au lieu d'un d^veloppement normal des pousses est aussi tr6s 
important pour augmenter le nombre de transformants produits. 

15 C'est pourquoi la presente invention a pour objet un proc^de pour 

favoriser la production d'embryons vdggtaux secondaires a partir d'une 
culture d'embryons somatiques primaires, caract£ris£ en ce qu'on 
introduit dans le milieu de culture desdits embryons somatiques primaires 
une protdine inhibitrice de l'embryog£nese primaire en concentration 

20 efficace pour obtenir rembryogenfcse secondaire. 

On appelle inhibition de I'embryog&ifese primaire l'arret du 
ddveloppement a un stade de Involution de l'embryogenese qui peut 6tre 
le stade globule ou coeur ou torpille. 

Plus particuliferement, le proc6d6 selon la presente invention peut 

25 s'appliquer & la production d'embryons somatiques de vigne. 

De mani&re g^nerale, dans le cas des suspensions de cellules 
embryogenes du type 41 B, en culture dans des conditions classiques sans 
transfert frequent, on observe un blocage rapide du dfiveloppement au 
stade globule ou coeur. Certains auteurs ont avanc6 que ce ph6nomene 

30 d'inhibition 6tait d<i a la presence de macromol€cules extra-ceilulaires 
supdrieures a 10 kDa (Plant Cell Uss. Org. Cult. (1992) 22, 125-133). 

La Demanderesse a trouv6 de mani£re surprenante que certaines 
proteines et notamment une certaine classe de celles r6put6es pour 
inhiber Tembryog6nese primaire, permettaient de favoriser 

35 Tembryog^nfese secondaire. 



'AUG-16-00 11:13 4033823156 
08/16/00 11:10 FAX 4033823156 



P. 06 

LETH RESEARCH CENTRE 



R-439 Job-626 

@006 



WO 95/08262 PCTAFR94/0110S 

3 

Plus particulierement, le proc6d6 selon Tinvention peut £tre mis en 
oeuvre en introduisant dans le milieu du culture des embryons primaires 
une fraction contenant au moins une proline, extraite d'une culture 
d'embryons veggtaux bloques dans leur d£veloppement. 
5 Selon un mode particulier de realisation de la pr£sente invention, 

1) on fait tine culture d'embryon de la plante consider^, 

2) on isole les prolines inhibitrices de I'embryog6n&se, et 

3) on introduit ces protfines isolees dans la culture d'embiyon dont on 
veut obtenir des embryons secondaires. 

10 De preference la culture dont on extrait la fraction pr6dt6e est une 

culture ag£e d 'environ 15 jours, et dont la density initiale 6tait £lev€e, par 
exemple de l'ordre de 1 a 2 pi de volume d'agr6gats cellulaires s£diment6s 
(PCV) par millilitre de milieu. 

Selon une variante particulifere, la prot&ne est obtenue a partir 
15 d'une culture d'embryons v£g£taux appartenant a la m^me espgce que 
lesdits embryons somatiques primaires. 

De preference, la proteine est une proline extracellulaire extraite 
d'un milieu de culture d'embryons veggtaux. 

Panni les prolines extracellulaires convenant pour mettre en 
20 oeuvre le proc€d€ selon Tinvention, il est avantageux de choisir les 
prolines anioniques, 6ventuellement glycosytees, prgsentant un poids 
moteculaire apparent compris entre 32 kDa environ et 66 kDa environ en 
SDS-PAGE 

r 

Une efficacitg optimale est obtenue quand le procedg de Tinvention 
25 est appliqug a des cultures effectu^es, au moins partiellement, en 
l'absence de lumi&re. 

De pr6f6rence, la proline extracellulaire est introduite dans le 
milieu d'induction et/ou de d€veloppement des embryons. 

Les embryons primaires selon une variante avantageuse sont au 
30 moins partiellement constitues de cellules transferases gen6tiquement, 
au moyen d'une technique bien connue de 1'homme de Tart. 

Les embryons secondaires obtenus suivant le proc6d£ selon la 
prgsente invention peuvent 6tre utilises dans les proc€d£s connus de 
Thomme de metier pour Tobtention de plantes reg6n£rfes. 

35 
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Par exemple, on pourra utiliser le procede decrit dans le document 
US 4 532 733, notamment colonne 3, lignes 27 & 44, comprenant le transfert 
des embryons dans un milieu de culture de type Murashige et Skoog (1962), 
supplements en cytokinine, telle que la benzyladenine, 
5 Pour ces proced6s de regeneration k partir. d'embryons secondaires, 

on pourra egalement se reporter a ceux decrits par G-Maheswaran et al, 
Ann-Bot., 57 (1988) 109-117 ou par OS-Loh et al, New Phytol., 95 (1983) 
349-358. 

Suivant un second aspect, la presente invention a done egalement 
10 pour objet une plante, en particulier une vigne, obtenue par un proc^dfi 
de regeneration comprenant le proc£d6 pour favoriser la production 
d'embryons secondaires decrit plus haut. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer l'invention sans 
aucunement en limiter la portee. 

15 

Exemple 1: Obtention de proteines extracellulaires 
d'embryogen&se prim aire 

Origine de la culture d'embiyon prim aire 

20 On utilise comme source d'agr6gats de cellules embryogfenes, la 

culture de cellules embryogfcnes de porte-greffe de vigne 41 B f d£pos6e a 
TEuropean Collection of Animal Cell Cultures sous le n° PL 92042917 
decrite dans la demande internationale PCT deposee le 11 mai 1.993 sous le 
num^ro PCT/FR93/00456. Pour initier les cultures d'embryons dans un 

25 milieu depourvu d'auxine, la suspension ceilulaire est filtrSe 
successivement sur des tamis de 500 .nm et 200 nm, et la fraction retenue 
sur 200 jim est iavge trois fois dans un milieu de culture depourvu d'auxine, 
seion le protocole decrit prdcedemment. Les denslt£$ de population 
ceilulaire au moment de l'inoculation determin£e par le PCV (Packed Cell 

30 Volume, unite de volume ceilulaire sediment^ a 1 x g) sont comprises entre 
0,05 et 1 [d de PCV.mL-i . La correspondance PCV-densit6 ceilulaire. est 
assuree par des numerations faites par la methode de dispersion dans 
l'acide chromique. 
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Purification des proteines extracellul aires 

On realise une culture d'embryons, comme indiqug ci-dessus, k une 
5 density d'inoculation initiale de 1 pi de PCV par millilitre de milieu. 
Aucune sous-culture journaliere n'est pratiquee. Apr6s 14 jours de 
culture, alors que les embryons som bloqu6s dans leur developpement au 
stade globule ou coeur, comme d6crit par P. Coutos-Thevenot et al. (Plant 
Science, (1992) 137-145), on extrait les prolines extracellulaires 

10 s£cr£t£es pendant Pembryog6n6se somatique. Le milieu de cette culture est 
clarifig par filtration sous vide k travers des filtres de particules de verre 
(Pyrex France) puis des membranes de fibres de verre (GF/C, Whatman) 
avant d'etre concentre de 100 k 200 fois, en utilisant le syst£me 
d'ultrafiltration Amicon €quip£ d'une membrane ayant un seuil de 

IS coupure de 3000 Daltons (YM 3). Le concentre est appliquS k une colonne 
CLHP d'tehange de cations (SP-5PW, Waters) 6quilibr6e avec un tampon 
phosphate (Na 2 HP04-NaH 2 F04, 25 mM, pH 6,5) k un ddbit de 0,8 mLmin-i . 
On recueille la fraction des proteines non retenues, d£tect€e par density 
optique et suivie k 280 nm sur un detecteur UV (M440, Waters). Cette 

20 fraction de proline non retenues (70% des proteines initiales) est 
r6inject6e sur une colonne d'e change d'anions (DEAE-5PW, Waters) 
6quilibr6e avec un tampon TRIS (TRIS-HC1, 25 mM, pH 8,5) k 0,8 mLmin-i. 
La colonne est ensuite eluee en 40 minutes par un gradient lin£aire de 
solution saline (TRIS-HC1 25 mM, NaCl 1 M, pH 8,5) de 0 a 0,3 M. Differents 

25 pics dilution sont observes et som recuelllis dans des fractions s6par6es. 
Ces fractions sont conservees k 4° C Les fractions proteiques sont 
sterilisees par filtration k 0,22 jim et leu^ concentration determined par la 
m€thode de Lowry en utilisant de la serum albumine bovine comme 6talon. 
Les fractions proteiques receuillies pendant l'61ution de la colonne 

30 anionique (DEAE) pendant les 25 premieres minutes du gradient 
constituent un pic complexe avec trois epaulements pour les fractions 1 k 
3, alors que les autres fractions sont recueillies sous forme de pics s6pares. 
Au total, 8 fractions ont €t£ recueillies. 
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Pour caractdriser les proteines presentes dans chaque fraction, en 
estimant leur masse molaire, on pratique une eiectrophorese de type SDS- 
PAGE k voltage constant (200 V). Le gel est ensuite colore au bleu de 
Coomassie ou r€v£l6 par la technique dite de Western blot avec le complexe 
5 Concanavaline A-peroxidase (Bio-rad Laboratoires, Richmond CA). 

Pour chaque fraction, on observe plusieurs peptides. 11 apparait que 
toutes ces fractions contiennent au moins une proline glycosylee, comme 
determine par Western blot. Les trois premieres fractions apparaissent 
comme des melanges complexes de peptides dans une large gamme de 
10 masses moleculaires, alors que les fractions 4 a 7 apparaissent moins 
complexes et composes de polypeptides differents, allant de 32 k 66 kDa. 

Exemple 2 : Production d'embryog£n£se secondaire par 
complementation en prolines inhibitrices de l'embryogen&se 
15 primaire 

Les masses proembryogenes inocuiees & 0,1 pi de PCV.mL-* sont 
complfimentees au debut de la culture dans un milieu exempt d'auxine avec 
Tune des fractions proteiques recueillies suivant l'exemple 1. Les 

20 experiences sont r£ali$6es pour chacune des fractions dans des boites de 
micro titration de 24 puits dans 1 mL de milieu liquide et cultivees k 
Pobscurite sur un agitateur orbital (130 rpm) a 26* C. Pour chaque culture 
on effectue quatre repetitions independantes. Parallelement des cultures 
de masse proembryogenes temoins sont r£alisees dans les mexnes 

25 conditions, si ce n'est qu'au lieu d'ajouter une fraction proteique, on 
ajofrte un volume identique de tampon CLHP, correspondant k une 
concentration en NaCl 0,25 M r qui est superieure k celle necessaire pour 
eiuer les fractions proteiques de la coldnne. 

Dans des experiences pr£limin aires d 'inhibition proteique, les 

30 fractions proteiques sont ajoutees k des concentrations allant de 1 a 100 
fois leur concentration initiale trouvee dans les cultures inocuiees k haute 
densite cellulaire et le I 50 (dose inhibant le developpement de 50% des 
embryons) pour chaque fraction varie de 10 k 15 *ig.mL-i. Les fractions 
proteiques sont ensuite toutes testees a 15 ng.mL-* et leur influence sur la 
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progression embryogfcne est mesur^e apr&s 20 jours de culture. Les 
embryons de chaque puits sont d6nombrds. Les stades de d6veloppement 
pris en consideration sont les stades globule, coeur, torpille et plantule. 
Les r£sultats sont rassembl£s sur la figure unique annex6e. 

5 Sur la figure unique annex£e, on a repr£sent£, pour chaque 

fraction proteique testee et pour les cultures t£moins, le nombre 
d'embryons pour chaque stade de developpement pris en consideration, 
exprimg en pourcentage par rapport au nombre total d'embryons 
d£nombr£s dans chaque puits. 

10 On observe, en ce qui concerne le t£moin, que 80% des embryons se 

sont d£velopp£s jusqu'au stade torpille. II en est environ de m€me pour les 
cultures traitees par les fractions 1, 2, 3 et 8, pour lesquelles 70 k 90% des 
embryons sont parvenus Igalement au stade torpille. 

Par contre, les rtsultats obtenus avec les fractions 4, 5, 6 et 7 qui 
* 15 contiennent des prot£ines de masse molaire de 32 kDa k 66 kDa, sont tr6s 
sensiblement diff^rents. 

Pour les fractions 4 et 5, on trouve une proportion sensiblement 
identique, de Pordre de 30 ou 40% d'embryons k chacun des trois stades 
globule, coeur et torpille. Pour la fraction 6, les embryons aux stades 

20 globule et coeur sont pr€pond€rants. Tandis que pour la fraction 7, le 
nombre d'embryons parvenus au stade torpille est sup£rieur k celui des 
embryons moins d£velopp£s. Toutefois, pour cette fraction, la proportion 
d'embryons bloquis au premier stade de developpement, c'est-4-dire au 
stade globule est sup€rieure k 20 %, ce qui est tr£s sensiblement sup6rieur 

25 k la proportion des embryons du meme stade d£nombres pour les fractions 
1, 2, 3 et 8 et pour les cultures temoins. Ainsi, il apparait clairement que le 
traitement des cultures d'embryons par les fractions 4, 5, 6 et 7, entraine 
une diminution trfcs notable du nombre d'embryons developp£s au stade 
torpille et une plus forte proportion d'embryons au stade globule. On peut 

30 done en conclure que ces fractions ont provoqu£ Pinhibition du 
developpement des embryons somatiques. 
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On remarquera toutefois que, bien que le developpement des 
embryons soit bloque pour la majorite d'entre eux, une faible proportion a 
echappe a cette inhibition et pour laquelle les embryons ont atteint le 
stade de plantule. 

S Une observation microscopique de ces plantules recueillies montre 

que, sur l'epiderme de celles-ci, se sont forme de noinbreux embryons 
secondares, ou adventifs, dont le developpement semble s'fitre arr£te au 
stade globulaire. 

Ainsi, la complementation de culture d'embryons somatiques 
10 primaires, avec des fractions extraites de cultures d'embryons dont le 
developpement etait bloque, a permis d'obtenir la formation d'une grande 
quantite d'embryons secondares, qu'il sera possible de d£velopper 
ulterieurement, apr£s transplantation dans un milieu approprie, suivant 
Tun des precedes bien connus de 1'homme de Tart, comme d6crit plus haut, 
15 pour obtenir la regeneration de nouvelles plantes. 
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REVENDICATIONS 



5 1. Proc€d6 pour favoriser la production d'embryons v6g£taux 

secondaires k partir d'une culture d'embryons somatiques prim aires, 
caract€ris6 en ce qu'on introduit dans le milieu de culture desdits 
embryons somatiques primaires une proline inhibitrice de 
Tembryog6nfese primaire en concentration efficace pour obtenir 
10 l'embryog&ifcse secondaire, 

2. Proc6de pour favoriser la production d'embryons v£getaux 
secondaires a partir d'une culture d'embryons somatiques primaires, 
caractgrisg en ce qu'on introduit dans le milieu de culture desdits 
embryons primaires une fraction contenant au moins une prot&ne, 

15 extraite d'une culture d'embryons v£g6taux bloqu6s dans leur 
d^veloppement. 

3. Proc6d6 selon la revendication 2, caract^rise en ce que la culture 
dont on extrait la fraction pr6cit6e est une culture &gee d'environ 15 jours, 
et dont la densite initiale 6tait elevde, par exemple de l'ordre de 1 a 2 *il de 

20 volume d'agrlgats cellulaires sedimentes (PCV) par millilitre de milieu. 

4. Precede selon Tune des revendications I k3, caractdris6 en ce que 
la proline pr6cit6e est obtenue a partir d'une culture d'embryons 
v6g6taux appartenant k la m£me esp&ce que lesdits embryons somatiques 
primaires. 

25 5. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 4, caract6rise en ce que 

la protfiine pr6cit6e est une proteine extracellulaire extraite d'un milieu 
de culture d'embryons vfigetaux. 

6. Proc6d6 selon l'une des revendications 1 k 5, caract6ris6 en ce que 
la proline pr6cit£e est une proline de type anionique, ^ventuellement 

30 glycosyl6e. 

7. Proc6d6 selon l'une des revendications 1 k 6, caract6ris6 en ce que 
la proline pr6cit6e pr&ente un poids moteculaire apparent compris entre 
32 kDa et 66 kDa en SDS-PAGE 
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8. Proc£d6 selon Tune des revendications 1 & 7, caract£ris£ en ce que 
la prot&ne pr6cit6e est introduite dans le milieu d'induction et/ou de 
d£veloppement des embryons. 

9. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 & 8, caract6ris6 en ce que 
5 les embryons somatiques primaires sont au xnoins partiellement constitu£s 

de cellules g^n^tiquement transform£es. 

10. Proc€d6 selon Tune des revendications 1 k 9, caract6ri$6 en ce 
que la culture d'embryons primaires est une culture d'embryons de 
vignes. 

10 11, Plante, en particulier vigne, obtenue par un proc6d6 de 

regeneration comprenant le proc6de selon Tune des revendications 1 k 10. 
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